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摘要 ”本文 对 室内 长 期 饲养 的 小 菜 蛾 《Pliwtelia xylostella L.) 敏 感 品系 和 田间 采集 的 抗 性 种 群体 内 
约 艾 氏 剂 环 氧化 酶 及 细胞 色素 P-450 进行 了 比较 研究 。 结 果 证 明 ， 艾 氏 剂 环 氧化 酶 在 感性 和 抗 性 小 菜 野 
提存 在 着 量 及 质 的 差异 。 抗 性 种 群 的 艾 氏 剂 环 氧化 酶 的 Vasz 和 Km 值 分 别 为 感性 品系 的 5.4 ERI OS 
倍 。 抗 性 种 群 的 细胞 色素 P-450 的 含量 是 感性 品系 的 1.1 一 1.3 倍 。 艾 氏 剂 环 氧化 酶 在 量 上 及 质 上 的 差异 
RAAR P-450 含量 的 提高 是 导致 小 菜 娥 抗 药 性 发 生 与 发 展 的 重要 机 制 之 一 。 而 且 质 的 差异 较 之 量 的 差 
寞 可 能 起 着 更 为 重要 的 作用 。 

关键 词 DRA RAH HERH 艾 氏 剂 环 氧化 酶 ”细胞 色 案 P-450 


昆虫 体内 微粒 体 多 功能 氧化 酶 (MFO) 自 被 揭示 以 来 ,已 被 证 实在 许多 昆虫 种 类 中 
与 其 抗 药 性 的 发 展 有 着 密切 的 关系 。 尤 其 在 昆虫 对 所 除虫菊 酯 和 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 的 
抗 药 性 发 展 过 程 中 ,被 认为 是 极为 重要 的 作用 机 制 《Oppenoorth & Welling，1976)。 而 
MFO ENR (Plutella xylostella L.) 抗 药 性 发 展 中 的 作用 , 大 都 鉴于 增 效 剂 作用 研 
究 的 结果 推断 其 重要 性 (Liu 等 ，1984; Chen & Sun, 1986), P-450 是 MFO 酶 系 中 
的 重要 组 分 ， 为 MFO WADKAR (Hodgson 等 ,1976)。 而 艾 氏 剂 环 氧化 酶 又 
被 证 实 为 与 P-450 相关 的 极为 重要 的 单 氧化 酶 活性 的 指标 (Wolf 等 ，1979)。Yao 等 
《1988) 证 实 了 人 台湾 地 区 的 小 菜 右 幼虫 的 杀 灭 菊 酯 抗 药性 和 艾 氏 剂 环 氧化 酶 的 关系 后 
建议 作者 研究 单 氧化 酶 是 否 也 是 大 陆地 区 小 菜 蛾 的 主要 抗 药 性 机 制 。 因 此 作者 选用 了 高 
抗 的 GBR 种 群 与 感性 的 WS 品系 小 菜 蛾 的 细胞 色素 P-450 和 艾 氏 剂 环 氧化 酶 进行 了 
比较 研究 ,以 确定 MFO 在 小 菜 蛾 抗 药 性 发 展 中 的 作用 ,为 小 菜 蛾 抗 药 性 治理 提供 理论 依 
据 和 策略 。 


材料 与 方法 
一 、 实 验 材料 
1. 小 菜 蛾 品系 
GBR 种 群 1988 年 8 月 采 自 广东 省 宝安 县 马 田 菜场 ,为 广 谱 高 抗 种 群 。 
S 品系 ”为 室内 长 期 饲养 的 敏感 品系 ,由 武汉 市 蔬菜 研究 所 提供 。 
2. 药品 及 试剂 
SGT AKA: 均 为 法 国 汉诺威 公司 产品 ,纯度 大 于 99%。NADPH、NADH: 均 为 
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美国 Sigma 公司 产品 ,纯度 大 于 97%。 

二 、 实 验方 法 

L 艾 氏 剂 环 氧化 酶 制备 及 活性 测定 

(1) 酶 液 制备 ， 取 2 一 3mg 重 的 四 龄 幼虫 ,在 0.1mol/L pH7.2 NaH,PO,-Na,HPO, 
绥 冲 液 中 ( 含 lmmol/L PMFS (EHRBRMA), 0.lmmol/L DDT (1,4- 二 硫 苏 糖 醇 )， 
immol/L EDTA 〈 乙 二 胺 四 乙酸 ),1% PVP CRM GERM), 20% H4) ee Tt 2 
头 幼虫 比例 匀 浆 ,经 10000rpm 离心 10 分 钟 , 取 上 清流 为 粗 提 酶 液 , 以 备用 。 整 个 过 程 在 
oC FETT 

(2) 活性 测定 : 参照 Yao 等 (1988) 方 法 ,用 气相 色谱 法 测定 产生 狄 氏 剂 生 成 量 。 结 
果 按 Miohallis-Menten 方程 ,用 双 倒 作 图 法 求 Ys 和 km 值 。 

气相 色谱 条 件 ”电子 捕获 检测 器 ，OV-101 柱 , 柱 温 240°C, RM gs EE 280°C, ER 
口 温度 260° , 载 Ny 流速 为 60ml/ 分 。 

2. 微粒 体 蛋 白 制备 及 细胞 色素 P-450 含量 测定 

(1) 微粒 体 蛋 白 制备 ;参照 Kalkarni 等 (1975) 方 法 , 取 2 一 3mg 重 的 四 龄 幼虫 , 在 
0.2mol/L pH6.8 Tris-HCl 缓冲 液 中 ( 含 0.1Mol/L HCl,20%#7h,0.lmmol/L EDTA, 
0.1mmol/L 硫 基 乙 醇 ), 按 每 毫升 20 头 幼虫 比例 匀 浆 ,在 2%C 下 ,10000g 离心 15 分钟, 上 
清 液 即 为 微粒 体 蛋白 粗 提 液 。 将 上 清 液 再 在 2°C105000g 下 离心 一 小 时 取 沉 淀 用 0.5mol/ 
L,pH7.5 KH,PO,-K,HPO, 缓冲 液 ( 含 1mmol/L，EDTA ,0.1mmol/L 硫 基 乙醇 ,209% H 
油 ) 重 新 悬浮 为 10 头 /ml 浓度 , 即 为 微粒 体 蛋 白 样 品 。 

(2) P-450 含量 测定 ， 参照 Omura & Sato (1964) 方法 ,根据 AOD459—490 a 
光谱 大 小 ,计算 P-450 含量 。 

(3) 酶 液 中 蛋白 含量 测定 ; 按 Lowry 等 (1951) 方 法 测定 。 


结果 与 讨论 
一 、 反 应 时 间 对 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活力 影响 
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表 1 抗 性 与 感性 品系 小 菜 蛾 的 P-450 含量 比较 * 


SD. P-450 S28 (nmol/L /mgpr.) 


| | 


A R/S B R/S 


小 菜 蛾 品系 





GBR 0.1572 1.340 0.0361 1.107 
ws 0.1172 0.0326 
k: 为 三 次 重复 实验 结果 的 均值 


A 为 微粒 体 蛋 白 中 了 -450 含量 
B 为 微粒 体 蛋 白 粗 提 被 中 P-450 含量 


一 0.003 





一 mm META 





AS 小 菜 娥 抗 性 与 感性 品系 微粒 体 蛋 白 中 细胞 色素 P-450 比较 
At 小菜 蛾 抗 性 与 感性 品系 微粒 体 蛋 白 粗 提 波 中 P-450 含量 的 比较 


图 1 显示 ,在 一 定 条 件 下 ,反应 时 间 在 0 一 16 分 钟 之 间 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活力 与 反应 时 
僻 呈 线性 关系 ,但 随 反 应 时 间 的 进一步 延长 ， 由 于 产物 换 制 等 原因 ,这 种 线性 关系 发 生 改 
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变 , 所 以 在 动力 学 研究 中 ,反应 时 间 选 用 了 10 分 钟 。 

二 、 和 蛋白 浓 度 对 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活力 的 影响 

图 2 显示 ,从 整体 匀 浆 中 粗 提 的 小 菜 蛾 艾 氏 剂 环 氧 化 酶 液 中 含有 内 源 性 抑制 剂 , 且 蛋 
白 浓度 越 高 其 内 源 性 抑制 剂 也 就 越 高 。 但 蛋白 浓度 在 0.3mg 以 内 ,其 反应 速度 与 蛋白 浓 
度 之 间 呈 线性 关系 。 故 此 在 动力 学 研究 过 程 中 选用 蛋白 浓度 在 02mg 左右 的 酶 量 进行 
反应 。 

=. MER P-450 及 艾 氏 剂 环 所 化 酶 与 小 菜 蛾 抗 药 性 发 展 的 关系 

1. 抗 性 与 感性 小 菜 蛾 休 内 细胞 色素 P-450 的 比较 

表 1, 图 3 及 图 4 结果 说 明 ， 无 论 是 在 微粒 体 蛋 白 粗 提 液 及 微粒 体重 白 样 品 中 ， 抗 性 
品系 中 P-450 含量 都 高 于 感性 品系 中 P-450 含量 。 但 粗 提 液 中 了 -450 的 CO 差 光谱 出 
现 P-420 峰 。 这 说 明 在 粗 提 波 中 含有 内 源 性 抑制 剂 , 它 使 P-450 蛋白 变性 成 为 P-420。 

2. 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活性 的 比较 

如 图 5 及 表 2 结果 所 示 , 小 菜 蛾 艾 氏 麟 环 氧化 酶 在 离 体 实验 条 件 下 ,在 抗 性 和 感性 小 
菜 峨 之 间 存 在 着 量 上 及 质 上 的 差异 。 抗 性 小 菜 蛾 的 艾 氏 剂 环 氧化 酶 活力 明显 高 于 感性 小 
KR, E Vaux 比值 为 5.4 倍 ,而 且 两 者 的 艾 氏 剂 环 氧化 酶 对 底 物 的 亲和力 也 存在 明显 
的 差异 ,其 km 值 的 比值 为 6.5 倍 。 


R2 抗 性 与 感性 小 菜 蝇 艾 氏 剂 环 氧化 醇 活性 比较 * 


SDV „Nz(mol/L/min/mgpr.) SDKm(mol/L) 


Vaa R/S Km R/S 


GBR 6.67 X10- 5.4 1.43 X10-* 6.5 
WS 1.23 义 10-? 2.19X10-; 


来 本 结果 为 两 次 重复 实 哈 结 果 的 均值 


在 本 研究 中 我 们 选用 的 抗 性 小 菜 蛾 
一 一 GBR 种 群 为 一 广 谱 高 抗 种 群 ,其 对 
DDVP, XIRIR » 22 UAB . PRB K 
多 威 、 久 效 威 分 别 产生 了 几 十 至 上 千 倍 
的 抗 性 水 平 ( 陈 言 群 和 孙 耘 芹 ，,1992)。 综 
上 结果 可 以 认为 ,细胞 色素 P-450 含量 
及 艾 生 氏 剂 环 氧化 酶 活力 的 提高 与 小 羡 
蛾 抗 药 性 的 发 生 与 发 展 有 着 密切 的 关 
系 。 但 是 ,本 研究 所 得 的 P-450 含量 及 : 

艾 氏 剂 环 氧化 酶 活力 的 提高 与 抗 药性 发 

展 水 平 相 比 还 是 较 低 的 ,尤其 是 P-450 2 4 6 8 
含量 的 提高 更 小 ,GBR 种 群 仅 是 WS 品 (mol/L x 1075). 

系 的 1.35 倍 . 可 以 认为 ， 在 小 菜 蛾 抗 药 5 底 物 浓度 与 艾 氏 剂 环 氧 化 酶 活力 关系 
性 发 生 与 发 展 过 程 中 ，P~450 质 的 差异 较 之 量 上 的 变化 可 能 起 着 更 为 重要 的 作用 。Tsai 
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(1990) 的 研究 结果 也 说 明了 这 一 点 ,对 杀 灭 菊 酯 和 农 梦 特 分 别 产生 了 大 于 36 和 680 倍 搞 
药性 水 平 的 小 菜 蛾 抗 性 品系 ,其 P-450 含量 也 仅 是 感性 品系 的 1.2 一 1.9 倍 。 不 过 抗 性 品 
A P-450 的 CO 差 光 谱 较 之 感性 品系 , 其 ts 值 向 蓝 波 段 方向 移动 了 1 一 20n0M。 可 见 
P-450 质 上 的 差异 对 小 菜 蛾 抗 药 性 的 发 生 与 发 展 可 能 更 为 重要 。 

同样 ,作者 认为 艾 氏 剂 环 氧化 酶 质 上 的 差异 较 之 量 上 的 差异 ,对 小 菜 蛾 抗 药 性 的 发 生 
与 发 展 可 能 起 着 更 为 重要 的 作用 。 本 研究 结果 显示 ,在 抗 性 与 感性 小 菜 蛾 中 , 艾 氏 剂 环 氧 
化 酶 活力 的 差异 是 5.4 倍 , 而 其 与 底 物 亲和力 大 小 的 差异 却 是 6.5 fo Yao 等 (1988) 在 这 
方面 的 工作 也 证 实 了 这 一 结论 ， 他 们 用 三 个 对 杀 灭 菊 酯 抗 人 性 的 小 菜 蛾 品系 与 感性 品系 的 
艾 氏 剂 环 氧 化 酶 的 活力 进行 了 比较 研究 ， 发 现 所 有 抗 性 品系 较 之 感性 品系 〈 抗 性 倍数 在 
300 一 7600 倍 之 间 ) 都 显示 出 较 高 的 艾 氏 剂 环 氧 化 酶 活力 ,但 最 高 也 未 超过 4 倍 ， 与 抗 药 
性 水 平 相 比 也 是 很 低 的 。 这 些 都 说 明 ， 小 菜 蛾 抗 药 性 的 发 生 与 发 展 不 仅 由 于 解毒 酶 系 在 
量 上 的 变化 所 致 ,而 且 解 毒 酶 系 在 质 上 的 差异 可 能 发 挥 了 更 为 重要 的 作用 。 

MFO 是 一 广 谱 解 毒 酶 系 , 其 对 拟 除 虫 葡 柄 .氨基 甲酸 酯 、 有 机 磷 等 杀 虫 药剂 都 有 不 
同 水 平 的 解毒 代谢 作用 (Nakatsuguawa 和 Morelli, 1976)。 在 小 菜 蛾 抗 药 性 调查 研究 一 
文中 ( 陈 言 群 和 孙 耘 芹 ,1992), 作 者 已 指出 ， 高 抗 的 GBR 种 群 对 各 类 杀 虫 药剂 之 间 存 在 
着 明显 的 交互 抗 性 ,以 上 结果 进一步 证 实 ，MFO MAH P-450 及 艾 氏 剂 环 氧化 酶 的 搞 
性 机 制 可 能 是 导致 小 菜 厂 对 各 类 杀 虫 药剂 产生 交互 抗 性 的 重要 机 制 。 

总 之 ,昆虫 对 杀 虫 药剂 发 展 抗 药 性 的 机 制 是 复杂 的 ,大 都 是 由 于 多 因子 变化 综合 作用 
的 结果 ， 但 其 中 有 些 因子 可 能 起 了 更 为 重要 的 作用 。 有 关 这 些 重要 机 制 深信、 系统 的 研 
究 , 将 对 抗 药性 提供 有 力 的 理论 依据 。 如 指导 新 农药 的 合成 ， 合 理 地 采用 轮换 用 药 、 增 效 
剂 等 以 克服 和 延缓 抗 药性 的 发 生 与 发 展 。 
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INFLUENCE OF ALDRIN EPOXIDATIONASE AND CYTOCHROME 
P-450 ON THE DEVELOPMENT OF INSECTICIDE RESISTANCE 
IN DIAMON-DBACK MOTH, PLUTELLA XYLOSTELLA L. 


Cuen YAN-QUN YAN Fano Sun YUN-QMN 
CInstituse of Zoology, Academia Sinica, Beijing 100080) 


An investigation was made on the aldrin epoxidationase activity and cytochrome 
P-450 level in the larvae of the diamond-back moth Plutella xylostella which were 
collected from different regions and distinguished as strains susceptible and resistant 
to DDVP and pyrethroids. The results of our further study indicated that there exis- 
ted significant difference in quality and quantity of aldrin epoxidationase and cyto- 
chrome P-450 between the resistant and susceptible diamond-back moth larvae. The 
K,, and Vmax values of aldrin epoxidationase from the resistant strain were 6.5 and 
5.4 times higher when compared with that from the susceptible strain. Based on this 
finding, we presume that the difference of aldrin epoxidationase in quaility and qua- 
ntity as well as the increase in cytochrome P~450 level are important factors for the 
development of insecticide resistance in the diamondback moth larvae and the qua- 
litative difference in the enzyme systems may be more important. 
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